Uber das uricolytische Ferment.
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Alfred Sehittenhelm.
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Dali die llarnsaurozerslorung eine Funktion ganz lie-
linimter Organe ist, geht aus meinen vorstehend mitgeteilten
Wrs'Hien mit Sicherheit hervor. Ich halte darin lestgestellt,
Il ein urieolytisches Ferment in der Niere, der hoher, dein
Mu.-kcl und vielleicht dem Knochenmark des Kindes zu linden
bl. wahrend dagegen die Milz, die Lunge und der Darm wohl
N,n 1I>inie zu bilden, nicht aber zu zerstéren vermag. Audi
Ab'iierl) hat bereits friher lestgeslellt, dal der Niere, der
ibb'-r und dem Muskel des Kindes harnstiurozerstorendo Fiihig-
K/It('n "kommen; Kurian2 hat dann lGr die Leber und den
MuskeL As coli 3] fur die Leber des Kindes dieselbe Keobachtung
buiacht. )

‘i Aich. f. experim. Pathol. u. Pliannak.. IM. XLII. s. ;{7
Diese Zeitschrift. IM. XIdIl. S. U)7 u.

I Pflugers Archiv, IM. JAXIL. S, ;jfo.
4j Ahnliche Beobachtungen wurden auflerdem an der Munde-

SchweincleluT »eeinad.i. — Chris, i.s 101t Sir l.anrlor
in London iZentralhl. f. I'hysid.. J.io.j, IM. \IX. Nr. 1. S h

<fls ,Irl' Prioritdt mit, daR bereits im Jahre Isr,0 Stock vis in
-dM-idam (Donders Archiv fur die hollandischen Beitrage, ftrecht
{t1;.11, S- “iS) Harnsaurezersetziing durch Organbrei beobachtet
S|.itcr bat brunton selbst in Gemeinschaft mit Hokenliam die
>jiche wieder aufgenommen und die Angaben von Stockvis be-

mi'-t. daR nédmlich Harnsaure zersetzt und Harnstoff gebildet u n,j (J,m.h
<n,mng von harnsauren Salzen mit Brei von Verdauungsleber wahrend

;' 55r V,;n TlOren- welche gefastet haben. Harns&ure nicht zersetzt ipubli-
in I'awlows Festschrift. Arcli.scienc..St. I'etersbourg P.MM,Supplem.
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D>2 Al fred Schillenli Im

\VVm' ich bereits kurz mitteilte,l| ist es mir gelungen,
«las m ienlytisene Ferment zu isolieren, und ich will in folgendem
«laraul naher eingehen. Da unter (len ItiiKlen»r*anen die Niete
am ausgiebigsten die Harnsaurezerstorung vermag, so habe iei
an ihr meine rntersuchungen angestellt.

Da es mir gelungen war, das harnsaurebildende Fermem
aus wasserigen Milzextrakten mittels Aussalzung durch Amimm-
sullat isoliert zu erhalten, so versuchte ich zuerst auf diesem
Wege zu einem Desultat zu gelangen. Ich bekam .jede’
keine wirksame. LOsungen. Fbensowenig fihrte die Falititu
mit Alkohol zu einem befriedigenden Resultat.

Ich ging daher zu einer anderen Methode tberund z\vm
zu der von Resell*) angegebenen, welche auf einer Ausfaliun.
mittels Franylacetat in alkalischer LOosung beruht. Dabei zeigte
sich bald, daB auf diese Weise gut wirksame, harnsaiiiv-
zersetzende Ferment Losungen erhalten werden kdnnen.

Die Methode gestaltet sich kurz folgendermalien:

too—DOD g fein zerkleinertes und mit Sand zerriebene«
Xicreugewebe wird mit zirka Lj seines Volumens (ev. ami
etwas mehr) Wasser angesetzt und einige Stunden auf dm
Schittelmasehine geschiittelt. Dann wird kotiert und die er-
haltene Kolalur mit einer gesattigten LOsung von Franylacetat
unter gleichzeitiger Zuflugung einer Mischung von Natrium-
karbonat und Natriumphosphat, soda3 die LOsung stets alkalisch
bleibt, so lange versetzt, bis sieh grobe Flocken bilden, welche
sich dann weiterhin gut absetzen. Man dekantiert und filtriert.
Der Filterrtickstand wird in 6u6— NOO cem 0.2°/o-iger Soda-
I6sung fein verrieben oder besser einige Stunden geschiittelt,
und bleibt' dann ca. 12 Stunden stehen. Hierauf wird filtriert.
Das Filtrat enthalt das Ferment.

Versuch 1.
200 ccm Fermciillésung =-0,R g in wenig Normalnatrom
laugc geloste Harnsaure gehen 3 Tage lang unter Ghloroform-
zusalz und standiger Luftdurehleitung bei ca. 10"

| Diese Zeitschrift. Pd. XLII. S. 22S.

* 1 her Nachweis und Verbreitung intracellularer Fermente. Inati-
Dissert.. SlratVburg



Wiedergewonnun 0,05 g Harnséure.
hs waren also 83% der ziigelligten Harnsaure zerstort
wurden.
Versueh li.

luuecin Naem]ferm<mtlosimg + Or> g in wenig Nonnal-
natronlauge gelGster Harnsdure 0 Tage lang ebenso angesetzt.
Wiedergefunden 0,05 g Harnséure.
Ks waren also 00° 6 der zugefiigten Harnsdure .zerstort
wurden.
Versuch 111,

300-ccm Fernientlosung 0,3 g in —hi ecru Normal-
'latioiilauge gelOster Harnsdure . luge lang analog angesetzt.
Wiedergefunden keine Harnsdure.
Es waren also 100°/o der zugeselzten Harnsdure zerstort
wurden.
Versuch V.

>0 cecm I*ermentiésung-f-O,20 g in wenig Norinalnatron-

lauge geltster Harnsaure analog angesetzt.
Wiedergefunden 0,135 g Harnsaure.

Es waren also »(>". der zugeselzten Harnsiure zerstort
wurden.

Hie \ ersuche beweisen, dal’ es wohl gelingt, eine gut
wirksame LoOsung des urieolytischen .Fermentes der
Niere durch die Kosellsche Fall wngsniethode zu er-
luilten.l; | m jedoch solorl dem Hinwund*zu begegnen, dull
T r alkalische Charakter der Losung das wirksame ITinzip
darstelle oder gar geringe Mengen in Losung gebliebener 1Tun-
»sdze, und um andererseits zu beweisen, dull es tatsachlich
rin Ferment is!, welches in meiner Versuchslosung die Lri-
"»lvse bewerkstelligt, setzte ich einige Versuche an mit der-

H'lbcn  Fermentlésung, welche .jedoch verlier im Dampftopf
aul so—100° erhitzt Worden war.

Nicht immer, gelingt cs, gut wirksame KeniienllGsuigien zu er-
lall,'M- Hieran modgen zum Teil kleine, scheinbar gleichgiltige Alnveich-

U)O"n hi der Darstellung die Schuld tragen. Ob noch &ndere: Faktoren
umspielen (verschiedene Quantitat und Qualitat der Niereitferrnente? ctc.i.
I"llh noch dahingestellt bleiben.



1) Al free! Sellitten helm.

Versuch V.

2;)0 rein 2 Stunde auf 100° erwarmter Fermcntlosung
g in wenig Xormalnatronlauge gelOster Harnsaure aiming
angesetzt.

Wiedergewomien 0,25 g Harnsdaure.

Versuclt VI.

300 ccm einer wenige Minuten auf 80° erhitzten Ferment-
Insmig -f- 0.2;) g in wenig Normalnatronlauge gelGster Harn-
sdure analog angesetzt.

Wiedergefunden 0,22 g Harnsdure.

Ks war also in beiden Versuchen auch etwas Harnséure
verloren gegangen : jedoch ist der Unterschied so eklatant, dall
gar kein Zweifel mehr bestehen kann an der Fermentnatur des
zerstorenden Agens sowohl, wie an der Tatsache, daB das
Ferment nach Rosell in wirksamer Form isoliert werden kann.

Hie FermentlGsung ist sehr einfach zusammengesetzt, was
aus der folgenden Analyse ersichtlich ist.

Auf looo L6.ung kommen:

0S0.2  Wasser,
0.Kg organische Substanz,
:>.0S ’Aschertickstand.
J,1,s7 Stickstoff.

Des weiteren ist hervorzuheben, dafll die Ldsung so gut
wie gar keine Purinkdrper enthalt.

Das Ferment ist nicht dialysierhar und es gelingt daher,
dasselbe durch Dialyse noch weiter zu reinigen.

Versuch VII.

»00 ccm Fermentlosung, welche 3 Tage lang gegen
llieRendes Wasser dialysiert hatten, wurden mit 0,3 g in wenig
Nprmalnatronlaiige geltster Harnsaure versetzt und 3 Tage lang
wie gewohnlich unter Lulldurchlcitung bei ca. 40° gehalten.

Wiedergefunden 0,01 g Harnsaure.

Fs waren somit 87°.0 der zugesetzten Harnsdure zerstort
worden. ,

Her Versuch spricht eine deutliche Sprache. Auch hier
lag eine wirksame Fcrmcntlosung trotz Dialvsiereus vor.



Langt ii.n li Abschlub dieser \ ersuche erschien eine Mit-
tt ililiig \oii \\ ieuer.l’ welche ebenfalls unter Hinweis auf
mrine diesbeztiglichen Versuche eine Methode angibl, auf welche
(ias uricolytische Forment aus der Niere isoliert worden kann.
Kr fallt den Ortfanextrakt mit Kssigsaure (0,2 250), von der
er gewohnlich die .-flache Menge zusetzte, mit Methylalkohol
und Ammonsulfat. Die Niederschlage werden in Wasser auf-
tfouommen, mit Karbonatlosungen verschiedener Konzentration
neutralisiert und ausgelaugt und die zelligen Bestandteile mit
IVpsinsalzsaure oder Trypsin verdaut. Dann wird noelunals
mit Methylalkohol gefallt und mit Karbonatldsung der Nieder-
schlag ausgezogen.

hin bestimmtes Quantum der so gewonnenen L&sung
schittelt er mit einer gewogenen Menge Harnséure bei -ft)®
ci. 10 Stunden. Seine Resultate sind keine glanzenden. Von
<»126 g zugegebener Harnséure findet er Mengen von 0,000.
<».0\ 0,0;), 0,09/, 0,05, 0.086, 0,09/ etc. g wieder.

hh flhre diese Methode an, ohne dariber seihst Lr-
lahrungen zu haben.

Line Vergleichung meiner mit der Rosellschen Fallung
ei haltenen Resultate mit denen Wieners scheint mir jedoch
‘sline weiteres fur eine erheblich bessere Brauchbarkeit der
Hosellschen Methode zur Isolierung des uricolytischen Ferments

Zu sprechen.

V Zentrale, f. Physiol.. Bd. XVIIl. Nr. 22, S. (itxJ.



